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E EER Culex pipiens 品系 中 ， 非 专 一 性 酯 酶 的 过 量 产生 是 对 有 机 磷 杀 虫 药剂 抗 性 的 
普遍 机 理 。 酯 酶 基因 位 于 紧密 连锁 的 A 和 了 座位 上 。 现 已 知 所 有 酯 酶 B 的 过 量 产生 都 是 基 
因 扩 增 的 结果 。 为 了 确定 不 同 国家 库 蚊 品系 的 酯 酶 B1 的 过 量 产生 是 否 都 是 相同 DNA. 单 基 
因 型 扩 增 的 结果 ， 我 们 构建 了 酯 酶 B1 结构 基因 扩 增 区 的 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 ， 分 析 了 限 
制 性 酶 切片 段 长 度 多 态 性 (RFLP)。 研究 发 现 不 同 地 理 位 置 的 酯 酶 Bl 库 蚊 ， 如 法 属 直 亚 
那 、 委 内 瑞 拉 、 波 多 黎 各 岛 、 美 国 加 利 福 尼 亚 和 中 国 北京 ， 都 有 着 相同 的 单 基因 扩 增 ， 但 
在 扩 增 水 平 上 有 较 大 的 差异 。 我 们 认为 无 论 在 美洲 或 亚洲 ， 凡 是 酯 酶 B1 扩 增 的 库 蚊 都 为 同 
一 个 起 源 ， 之 后 经 迁移 而 传播 到 各 地 ; 同时 发 现 酯 酶 Bl 扩 增 的 库 蚊 与 酯 酶 A2-B2 扩 增 的 
库 蚊 相 比 ， 其 迁移 有 一 定 的 局 限 性 ; 并 且 酯 酶 B1 扩 增 的 库 蚊 仅仅 限于 美国 、 加 勒 比 和 中 国 
的 一 些 地 区 ， 而 酯 酶 A2 一 B2 扩 增 的 库 蚊 则 广泛 地 分 布 于 美国 、 加 勒 比 ， 亚 洲 、 非 洲 、 太 平 
洋 各 岛 及 欧洲 等 地 . 


关键 词 ” 杀 虫 药剂 ， 抗 性 ， 库 蚊 ， 酯 酶 B1 扩 增 ，RFLP 分 析 


在 库 蚊 Culex pipiens 品系 中 ， 由 于 两 种 类 型 酯 酶 (A 和 B) 的 扩 增 而 增加 了 酯 酶 的 解 
毒 作用 是 对 有 机 磷 (OP) 杀 虫 药剂 产生 抗 性 最 常见 的 机 理 。 在 自然 种 群 中 已 鉴定 出 了 8 种 
高 活性 的 酯 酶 : 酯 酶 Al 分 布 在 地 中 海 各 国 ， 酯 酶 Bl 在 北美 ， 另 有 3 组 复合 酯 酶 A2— 
B2 分 布 在 亚洲 、 非 洲 和 欧洲 的 许多 国家 ，A4 一 B4 在 东 地 中 海 国家 ，A5 一 B5 在 塞 浦 路 
斯 4~ 9, WE AAA Re B 的 过 量 产生 都 是 基因 扩 增 的 结果 [1。 自然 种 群 中 产生 过 量 的 
酯 酶 的 鉴定 依赖 于 其 电泳 的 特性 ( 泳 动 率 和 对 底 物 的 选择 ， 如 : 酯 酶 A 和 B 的 底 物 分 
别 是 一 LRA B— 乙酸 苇 酯 ) 以 及 A 和 了 B 酯 酶 等 位 基因 的 连锁 。 以 此 标准 鉴定 的 
所 有 酯 酶 B 都 显示 出 相同 单 基因 型 扩 增 ; 然而 ， 此 种 现象 在 酯 酶 B 非 扩 增 的 库 蚊 品系 
中 从 未 发 现 9。 在 标准 条 件 下 ， 过 量 产生 的 酯 酶 B4 和 BS 有 相同 的 泳 动 率 ， 酯 酶 A4 和 
AS 的 注 动 率 相似 。 虽 然 以 电泳 分 析 的 方法 已 经 显示 出 在 美国 的 多 数 地 区 路、 美国 中 部 
和 亚洲 马 都 有 了 酯 酶 Bl 扩 增 的 库 蚁 。 但 是 仅仅 分 析 了 加 州 的 TEM 一 R 库 蚊 品系 的 分 子 特 
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征 为 单 基因 型 "%%。 因 此 ， 本 文 主要 是 研究 来 源 于 不 同 国家 但 其 酯 酶 Bl 泳 动 率 完全 一 样 
的 库 蚊 品系 是 否 有 相同 的 扩 增 单 基 因 型 。 


1 材料 和 万 法 
L1 材料 


蚊虫 : 包括 三 个 实验 室 品 系 TEM-R. EDIT 和 BEIJING， 三 个 野生 品系 
CAYENNE, PUNTA 和 RICO, TEM-R 为 参考 品系 ， 是 1974 年 从 加 利 福 尼 ERE 
的 野生 品系 只 书 繁 衍 而 来 ， 近 来 已 被 证 明 为 酯 酶 Bl 过 量 产生 的 纯 合 型 品系 由。EDIT 是 由 
SUTTER — YUBA 品系 (来 源 于 1988 年 由 G. P. Georghiou 在 加 利 福 尼 亚 采集 到 的 幼 
虫 ) 和 敏感 的 S-LAB Bo ih KARAM SEO), EAE ARS BI 的 成 虫 单 对 杂交 选择 直到 选 
出 酯 酶 BI 的 纯 合 型 品系 。 因 此 ， 在 所 有 的 EDIT 蚊虫 品系 的 每 一 个 同 源 染 色 体 上 都 包 
含 一 个 相同 的 酯 酶 Bl 基因 扩 增 。 北 京 蚊虫 是 1992 年 在 北京 西 郊 采集 的 幼虫 繁衍 而 来 ， 
+ A — RAB A ME., PUNTA, CAYENNE 和 RICO 三 个 品系 分 别 是 1991 年 3 
月 采 自 Punta del Este (委内瑞拉 ); 1991 年 6 月 采 自 Cayenne (法 属 让 亚 那 )，1992 年 6 
月 采 自 San Juan (波多黎各 岛 )。 各 品系 的 成 虫 均 保存 于 液 氮 中 。 


L2 方法 


1.2.1 iE EB DK: SR pasteur "FH, KA Tris - Maleate - EDTA 缓冲 液 系 
统 ， 测 定单 个 蚊虫 的 酯 酶 活性 。 对 照 品系 为 BARRIOL ARS Al. VIM FEN A4— B44, 
TEM-R 酯 酶 BI1、SELEX BS A2 — B25, 

12.2 ”限制 性 酶 切 图 谱 的 构建 : 参照 Raymond 等 方法 提取 基因 组 DNA， 分 别 用 不 
同 的 单 酶 或 多 酶 酶 切 ( AccI, Bell, BamHI, Beglll, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Kpnl, Pstl, 
Sacl, Sall, Xbal, Xhol) 完全 消解 DNA, Wyk, Southern 杂交 ， 用 地 标记 的 1.3kb Bl 
cDNA 探 针 外 进行 杂交 ， 放 射 自 显 影 后 分 析 结 果 .。 

1.2.3 单个 蚊虫 的 RFLP 分 析 : 参照 Raymond 等 日 方法 提取 单个 蚊虫 基因 组 DNA, 
将 单个 蚊虫 置 于 一 只 Eppendorf 管 中 ， 加 150yL 缓 冲 液 (1%SDS,，50 mmol /L Tris— 
HCl, pH8.0, 25 mmol /L NaCl, 25mmol /L EDTA, pH8.0. RA 4$ Hé ^J X, 
65 C 保温 30min, FEIN 100 uL 3mol /L KAc 后 ， 冰 浴 1h, WE 10000 g BL 10 min, 
取 上 清 液 加 入 两 倍 体积 的 乙醇 沉淀 DNA。 这 样 提取 的 DNA 足够 用 于 单 酶 切 ( EcoR1) 
以 区 别 所 有 已 知 的 扩 增 单 基因 型 35~ 4 DNA ZE, Eyk, Southern 转移 后 ， 与 标记 
的 1.3 kb ARAB BI cDNA 探 针 杂交 。 同 样 用 EcoRI 酶 切 已 知 基因 型 的 1~ 5 ug BE BI 
(TEM - R) 和 酯 酶 B2 (SELEX) DNA 作为 对 照 。 


2 结果 
2.1 SAREE 
以 已 知 酯 酶 Bl 扩 增 的 TEM —R 库 蚁 作对 照 ， 用 淀粉 凝 胶 电 泳 测 得 五 个 实验 室 品 系 
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或 野生 品系 库 蚊 种 群 的 结果 见 表 1。 水解 相 同 的 底 物 并 有 相同 的 泳 动 率 的 有 中 国 的 
BEIJING、 南 美的 PUNTA 和 CAYENNE, Jii E89 RICO 和 北美 的 EDIT 等 库 蚊 品 
系 。 我 们 还 在 CAYENNE 库 蚊 品系 中 发 现 有 酯 酶 A2- B2 和 为 外 两 个 新 的 优先 水 解 «一 
乙酸 葵 酯 的 高 活性 酯 酶 。 在 已 经 测 得 有 酯 酶 B1 的 南美 (CAYENNE 和 PUNTA) 库 蚊 品 
系 中 ， 发 现 一 个 谱 带 同 A2 有 很 相似 的 泳 动 率 ( 但 又 不 完全 一 样 ) 的 酯 酶 ， 在 进行 进一步 
的 特征 分 析 之 前 ， 我 们 暂时 取 名 为 A6。 从 南美 (CAYENNE A PUNTA) 蚊虫 种 群 中 发 
现 的 另 一 个 酯 酶 完全 同 新 近 在 马 提 尼克 蚊虫 种 群 中 发 现 的 酯 酶 C2 — REUS, 
表 1 蚊虫 品系 的 来 源 和 酯 酶 类 型 


蚊虫 蚊虫 品系 的 来 源 ( 国家 ) 产生 过 量 的 酯 酶 A 或 B 
参考 品系 
SELAX 美国 加 利 福 尼 亚 州 A2-B2 
TEM-R 美国 加 利 福 尼 亚 州 Bl 
VIM 法 国 A4— B4 
BARRIOL 法 国 Al 
实验 品系 
BEIJING 中 国 北京 Bl 
EDIT 美国 加 利 福 尼 亚 州 Bl 
野生 蚊虫 品系 
RICO UE X A S Bl 
CAYENNE 法 属 直 亚 那 Bl, A2—B2, C2 
PUNTA 委内瑞拉 | Bl, C2 


2.20 酯 酶 B 单 基因 型 的 特征 分 析 
用 13 个 不 同 的 限制 性 内 切 酶 消解 TEM —R, EDIT, BEIJING 和 RICO 4 个 酯 酶 B1 扩 增 


B gene 
Strain Country — i kb 二 
L A XGSO HCERHRBGCE x AR L PHK B 


Tem-R USA, CA 


L A X GS O H CERHRBGCE X AR L PHK B 


Edith USA, CA 
: : L A X GS O H CERHRBGCE X AR L PHK 8 
Rico Porto-Rico 
et L A X GS O H CERHRBGCE Xx AR L PHK B 
Beijing China 
CSx L BPGA HE RHRBAO SX H PCLE R B 


Selax USA, CA 


图 1 五 种 蚊虫 品系 酯 酶 B 基因 及 其 侧翼 序列 的 限制 性 酶 切 图 谱 
限制 性 酶 缩写 为 : A(4ccl}, B(GBamHD, C(Bcil), G(BglID, ECEcoRD, R(EcoRV), 
H(HindlD, K(KpnD, P(Pstl), S(Sac), L(Sal 1), X(Xbal), O(Xhol) 
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的 库 蚊 品系 的 基因 组 DNA， 同 酯 酶 BI cDNA 探 针 杂交 ， 构 建 扩 增 DNA 区 域 的 限制 
性 酶 切 图 谱 。 我 们 得 到 了 四 个 完全 相同 的 限制 性 酶 切 图 谱 ( 图 1) ， 研 究 发 现 各 品系 之 间 
基因 拷贝 数 不 同 ， 尽 管 在 每 一 孔 内 加 入 的 DNA 量 相 同 ， 但 从 同 酯 酶 Bl 探 针 杂交 后 
放射 性 自 显影 的 结果 可 知 ，TEM 一 R 品系 的 基因 拷贝 数 较 高 。 这 些 差异 较 难 于 解释 
BEIJING 和 RICO 非 酯 酶 BI 纯 合 型 库 蚊 品系 ， 但 是 可 以 较 清 楚 地 显示 出 在 EDIT 和 
TEM -R FERE Bl 纯 合 型 品系 中 基因 扩 增 的 不 同 水 平 。 


2.3 “单个 蚊虫 酯 酶 B 单 基 因 型 的 特征 


由 于 从 单个 蚊虫 中 提取 的 基因 组 DNA 较 少 ， 所 以 只 选用 一 个 限制 性 内 切 酶 
(EcoRI) ， 使 用 该 酶 酶 切 ， 酯 酶 Bl 单 基 因 型 产生 一 条 2.1 kb 的 扩 增 片段 ， 酯 酶 BO 单 基 
因 型 产生 一 条 9 kb 的 片段 (图 DJ)B。 图 2 所 示 15 个 PUNTAL( 委 内 瑞 拉 ) 蚊 虫 中 有 6 个 显 
示 出 2.1 kb FRE BI 单 基因 型 的 特征 谱 带 ， 没 有 发 现 酯 酶 BO 单 基因 型 的 典型 的 9 kb 扩 增 
谱 带 ， 这 同 表 1 电泳 的 结果 是 一 致 的 。 在 图 2 中 第 9 号 蚊虫 相对 非 扩 增 单 基因 型 中 有 一 
条 1.3kb 的 扩 增 带 。9 个 蚊虫 无 扩 增 带 (图 2 PAY 2, 6, 8, 10, 13 和 15) ， 均 显示 出 2 个 
不 同 大 小 的 市 ， 从 中 至 少 可 以 鉴定 出 8 个 等 位 基因 ， 这 些 蚊虫 中 没有 相同 的 基因 型 。 图 
3 中 16 ^ CAYENNE 蚊虫 有 13 个 显示 出 酯 酶 BI 单 基 因 型 的 2.1 kb 扩 增 带 特征 ，4 个 
显示 相当 于 酯 酶 B2( 图 3 HAY 5, 8, 13 和 15) 单 基 因 型 的 9kb 的 扩 增 带 ， 一 个 (图 3 中 
的 3) 无 扩 增 带 。 


12MS34 567 8 9 10 T 11 12 13 14 M 15 


e =e em 





图 2 XA PUNTA 野生 蚊虫 品系 的 RFLP 分 析 
M 代表 分 子 量 标准 ( 右边 所 示 的 分 子 量 单位 为 kb) S, 工分 别 代表 Selax 和 Tem - 参考 品系 


在 单个 蚊虫 的 研究 中 ， 我 们 还 观察 到 在 PUNTA 和 CAYNNE 蚊虫 中 酯 酶 BI 单 基 
因 型 的 拷贝 数 和 酯 酶 Bl 的 拷贝 数 均 明显 地 比 在 TEM-R 品系 中 低 ， 虽 然 对 照 组 
TEM -R 蚊虫 的 上 样 量 少 10452, BÆ TEM 一 R 蚊虫 谱 带 的 放射 活性 等 于 或 高 于 PUNTA 
和 CAYNNE Bl1。 除 此 之 外 ， 在 同 品系 的 蚊虫 之 间 ， 拷 贝 数 仍 有 很 大 差别 ， 如 : 图 3 
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图 3 4 CAYENNE 野生 蚊虫 品系 RFLP 分 析 
M 代表 分 子 量 标准 ( 右边 所 示 的 分 子 量 单位 为 kb) S,T 分 别 代 表 Selax 和 Tem -R 参考 品系 


中 的 第 14 和 16 号 蚊虫 的 2.1kb 带 的 强度 相同 ， 但 是 第 14 号 蚊虫 DNA 的 上 样 量 却 比 第 
16 号 的 大 $ fi. 

第 二 个 发 现 是 在 许多 有 2.1kb 扩 增 片段 的 蚊虫 (6 个 PUNTA 蚊虫 有 4 个 ，10 个 
CAYENNE 蚊虫 中 有 9 个) 中 ， 同 酯 酶 BI cDNA 杂交 结果 显示 出 有 3kb 和 5.6 kb 的 片 
段 ( 图 2 和 3 中 以 上 和 表示 )， 这 两 条 带 比 2.1 kb 谱 带 有 较 低 的 放射 活性 。 同 时 发 现在 
TEM-R, EDIT 和 RICO 蚊虫 中 也 有 此 种 现象 ， 但 在 BEIJING 蚊虫 中 却 显示 出 较 弱 的 
2.6kb、3.2 kb 和 4.2 kb 谱 带 (未 显示 )。 这 些 带 的 确切 性 质 尚 不 清楚 ， 可 能 代表 : (1) BS 
酶 Bl 扩 增 的 多 态 性 ; (2) 不 完全 酶 切 产 物 。 在 单个 蚊虫 中 ， 这 些 带 的 强度 似乎 同 非 扩 
增 和 多 态 等 位 基因 的 带 相 同 ， 正 如 图 2 中 所 示 那 样 ， 在 每 个 孔 中 ( 除 TEM-R 上 样 量 少 
以 外 ) 都 加 入 大 约 相同 的 量 ， 


3 iit 


通过 用 13 个 限制 性 核酸 内 切 酶 酶 切 位 点 的 比较 ， 我 们 发 现 从 中 国 (BEIJING)、 北 
美 (EDIT 和 TEM -R) 和 加 勒 比 (RICO) 的 过 量 产生 酯 酶 BI 的 蚊虫 品系 有 完全 相同 的 扩 
增 单 基因 型 。 从 南美 (CAYENNE 和 了 PUNTA) 单 个 蚊虫 的 分 析 揭 示 了 在 许多 酯 酶 Bl 单 
基因 型 蚊虫 中 都 有 典型 的 2.1 kb EcoRI 片段 。 虽 然 南美 蚊虫 种 群 尚 需 更 详细 的 俩 究 ， 但 
似乎 可 以 指出 ， 在 这 些 国家 的 库 蚊 种 群 中 ， 相 同 酯 酶 Bl 单 基因 型 也 是 扩 增 的 。 

先前 的 研究 9 已 显示 出 围绕 非 扩 增 的 酯 酶 B 基因 有 一 非常 大 的 多 态 性 区 域 。 从 缺乏 
扩 增 的 9 个 等 位 基因 ， 我 们 发 现 南美 的 蚊虫 也 有 类 似 的 结果 。 正 如 Raymond 等 人 ( 1991) 
指出 那样 ， 这 样 大 的 多 态 性 可 以 使 相同 单 基因 型 在 两 个 不 同 的 地 理 区 域 变 成 扩 增 型 。 因 
此 ， 象 酯 酶 B2 一 样 ， 我 们 发 现 酯 酶 Bl 单 基 因 型 的 扩 增 是 从 同一 个 特别 的 种 群 衍生 而 
来 。 相 同 地 理 区 域 ( 如 : 加 里 福 尼 亚 或 法 属 丰 亚 那 ) 或 不 同 地 理 区 域 的 蚊虫 之 间 酯 酶 B1 
拷贝 数 变 化 的 存在 显示 出 在 每 一 个 扩 增 种 群 中 已 增加 了 基因 拷贝 数 。Pasteur Se AU! Br 
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究 了 纯 合 型 蚊虫 酯 酶 Bl 的 活性 和 抗 性 水 平 ， 发 现 不 同 酯 酶 BI 等 位 基因 (如 : 现在 我 们 
叫 不 同 的 “ 扩 增 等 位 基因 ”)， 他 们 指出 1979 年 加 里 福 尼 亚 至 少 存在 四 个 酯 酶 BI 扩 增 水 
平 。 因 此 ， 相 对 于 最 初 的 扩 增 事件 ， 以 后 的 扩 增 和 基因 拷贝 数 的 增加 是 非常 普遍 的 ， 并 
且 很 可 能 在 相同 或 不 同 的 地 理 区 域 反 复发 现 ， 而 后 总 体 Bl 扩 增 发 生地 区 差异 。 所 以 ， 
这 些 差异 或 许 反 映 出 最 初 扩 增 事 件 ( 即 BI 单 基因 型 扩 增 的 起 源 ) 发 生 的 不 同 的 拷贝 增生 
iB; 
有 些 谱 带 的 性 质 尚 不 清楚 ( 如: 南 、 北 美洲 蚊虫 的 上 和 v 带 )， 它 们 或 许 符合 扩 增 的 

多 态 性 ， 或 许 是 不 完全 酶 切 产 物 。 在 美洲 和 加 勤 比 的 蚊虫 和 样品 中 存在 着 比 中 国 
BEIJING 蚊虫 多 增加 的 上 4 和 v 带 ， 这 进一步 说 明美 洲 蚊虫 的 酯 酶 Bl 等 位 基因 非常 接 
近 ， 而 中 国 BEIJING 蚊虫 的 酯 酶 BI 等 位 基因 则 不 同 。 尽 管 从 现在 的 研究 ( 酯 酶 BI 扩 
增 的 限制 性 酶 切 位 点 多 态 性 还 不 能 够 进行 系统 发 育 的 重建 ) 或 从 过 去 野生 蚊虫 品系 的 研 
究 叫 来 看 ， 由 于 缺少 中 国 蚊虫 的 数据 ， 所 以 上 且 前 还 不 能 推论 酯 酶 Bl 扩 增 的 地 理 起 源 。 
然而 ， 如 果 完 全 分 析 这 些 多 增加 的 谱 带 或 其 序列 分 析 数 据 ， 将 可 推 知 不 同 酯 酶 Bl PESE 
的 迁移 途径 以 及 最 初 扩 增 的 地 理 起 源 的 最 终 踪迹 。 | 

迁移 的 假设 中 是 基于 : (1) 在 敏感 蚊虫 品系 中 酯 酶 B 基因 周围 大 量 中 性 多 态 性 的 存 
在 ; (2) 在 较 远 地 理 区 域 的 种 群 中 相同 扩 增 单 基 因 型 ( 主要 是 中 性 多 态 性 特征 ) 的 出 现 。 
近来 有 人 以 生化 证 据 为 基础 提出 了 这 个 假设 ， 但 是 对 于 具有 相同 限制 性 酶 切 图 谱 的 蚊 
虫 ， 这 两 种 解释 还 没有 人 提 到 。 我 们 认为 蛋 日 质 定 量 参数 (Km，Ka，Vmax) 的 数据 不 能 
用 于 削弱 以 定性 遗传 数据 为 基础 的 假设 。 

迄今 为 止 已 鉴定 出 四 个 扩 增 品系 ， 每 个 都 有 其 特殊 的 单 基因 型 中。 其 中 两 个 (B1 A 
B2) 虽 仍 不 知 其 地 理 起 源 ， 但 它们 已 广泛 地 迁移 ， 至 少 已 遍及 亚 、 非 、 欧 三 大 洲 B 其 
余 两 个 仅仅 分 布 在 地 中 海 各 国 &9。 对 现 有 情况 的 了 解 可 以 帮助 我 们 预言 野生 蚊虫 品系 抗 
性 基因 的 进化 ， 有 利于 抗 性 的 综合 治理 。 分 离 和 筛选 蚊虫 品系 的 生化 研究 已 用 于 鉴别 和 
鉴定 抗 性 基因 ， 但 只 有 将 种 群 研究 和 某 些 分 子 生物 学 技术 的 应 用 研究 相 结合 ， 才 能 真正 
地 解决 杀 虫 药剂 抗 性 进化 方面 的 关键 问题 。 
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A STUDY ON ESTERASE B1 AMPLIFICATION IN INSECTICIDE 
RESISTANT CULEX PIPIENS COMPLEX FROM DIFFERENT 
GEOGRAPHICAL REGIONS 


Qiao Chuanling — Huang Yao 
(Institute of Zoology, Academia Sinica Beijing 100080) 
Michel Raymond 
(Institute des Sciences de P Evolution, CNRS327, F—34095, Montpellier cedex 05, France) 


Abstract In Culex pipiens, overproduction of nonspecific esterases is a common 
mechanism of resistance to organophosphate insecticides. The esterases are attributed 
to closely linked loci named A and B, and overproduction of all esterases B is due to gene 
amplification. In order to determine whether the esterase Bl identified by electrophoretic 
studies in Culex pipiens mosquitoes from different countries is over — produced due to 
the amplification of the same DNA haplotype, the amplified region encompassing the 
structural esterase Bl gene was characterized by restriction mapping and RFLP. The 
same amplified haplotype was found in mosquitoes with an esterase Bl protein, 
independently of their geographical origin: French Guiana, Venezuela, Puerto Rico, 
California and China. Large variations in amplification levels were observed. In addi- 
tion to the highly amplified 2.1kb fragment, EcoRI digestion led to two other 
restriction fragments of low amplification in mosquitoes from the Americas but not 
from China. It is concluded that Bl amplification has a unique origin, either in 
America or in Asia, and has subsequently spread on a large scale by migration. This 
migration is more limited than that of A2— B2 esterases, since Bl is confined to the 
Americas, Carribean and part of China, whereas the A2— B2 distribution now includes 
the Americas, Carribean, Asia, Africa, Pacific islands and Europe. 
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